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キシドアニオンを過酸化水素に分解する酵素である SODは、細胞質に発現する copper 
zinc SOD（CuZnSOD）、ミトコンドリアに発現する manganese SOD（MnSOD）、細胞外に分
泌される extracellular SOD（EcSOD）などが同定されている。一方、第二相解毒代謝酵素



































like ECH-associated protein 1（Keap1）/ Nuclear factor erythroid 2-related factor 
2（Nrf2）経路である 11。正常状態の細胞内では、Keap1と Nrf2は結合して細胞質にとどま







（Antioxidant response element: ARE）/親
電 子 性 物 質 応 答 配 列 （ Electrophile 
responsive element: EpRE）に結合し、抗酸    図 2. Nrf2 による抗酸化物質の産生経路. 
化物質を産生する（図 2）。先行研究では、Nrf2の発現を全身で欠損すると抗酸化物質であ





















年には、Keap1と結合するドメインを有するこ     図 3. p62 の結合ドメイン. 
とが報告され、Nrf2の核内移行の制御にも関与することが報告された 16（図 3：MBLライフ
サイエンス ウェブサイトより引用）。癌などの悪性細胞は体内で生存するために抗酸化物
質を産生するが、悪性細胞は p62をリン酸化することで p62を選択的に Keap1 に結合させ、
Nrf2の Keap1への結合を阻害し、Nrf2の核内移行を誘導することで抗酸化物質の合成を促
進して細胞の生命を維持することが報告された 16。さらに、Keap1と p62の結合は Keap1と
Nrf2 の結合の約 100 分の 1 程度の微弱な結合であるが、p62 のリン酸化部位である Ser351








素合成酵素（Nitric Oxide Synthase: NOS）が調節している。一酸化窒素合成酵素は、哺乳
類では 3種のアイソフォームが報告されており、脳や神経細胞に多く発現する神経型の NOS
（neuronal NOS: nNOS）20、血管内皮細胞などに多く発現する内皮型の NOS（endothelial 



















































C2C12 筋芽細胞の培養には 10%ウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum: FBS）（Life 
Technologies, Grand Island, NY, USA）を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
（DMEM）（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を使用し、筋管細胞に分化するために十分
な細胞数に達するまで増殖させた。増殖した筋芽細胞は、培養液を 2%ウマ血清（Horse 
Serum: HS）（Life Technologies）、ペニシリン（100U/ml）およびストレプトマイシン
（100μg/ml）を含む DMEM に置換し筋管細胞に分化させた。 
細胞に伸展刺激を加えるため、C2C12筋芽細胞を 0.1%Ⅰ型コラーゲン（高研, 東京）で薄
層コーティングを施したシリコン製ストレッチチャンバー（STB-CH-10, STREX, 大阪）に























 筋伸展刺激群および対照群の筋管細胞から PureLink® RNA Mini Kit（Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて Total RNA を抽出した。抽出した total RNAは
BioDropμLite（BioDrop, Kwun Tong, Hong Kong）を用いて濃度を測定した。濃度を測定し
た Total RNAは、2.5μgの Total RNAに Oligo（dT）12-18（Thermo Fisher Scientific）
と Random Primer（Thermo Fisher Scientific）を混合したプライマー溶液（40mM）を反応
させ cDNAを合成した。cDNAの合成にはサーマルサイクラー（Astec, 福岡）を使用し、Total 
RNAとプライマーを混合した溶液を 85℃で 3分間反応させた後、SuperScriptⅡ（200U/μl）
と RNase inhibitor（40U/μl）、DTT（0.1M）、RT buffer（5×）を各サンプルに添加して 42℃
で 60 分間加熱し、さらに 92℃で 10 分間加熱して cDNA を作成した。作成した cDNA は PCR




プライマーを使用した。p62: Forward: 5’-TGGCCACCTCTCTGATAGCT-3’、 Reverse: 5’-
TCCCGACTCCATCTGTTCCT-3’、 18S: Forward: 5’-GTTGGTGGAGCGATTTGTCT-3’、Reverse: 
5’-GGCCTCACTAAACCATCCAA-3’。PCR 終了後、PCR 産物は 2%アガロースゲルにて泳動した。
ゲルは、Tris-Borate-EDTA buffer（TBE）（5×）（Sigma-Aldrich）から調整した TBE（1×）
に Agarose S（Wako, 大阪）を溶解し、ゲル染色試薬として DNA stain Atlas Clear Sight
（Bioatlas, Estonia）を添加して作成した。電気泳動は、PCR産物およびラダーマーカー
（Gene Ladder 100: ニッポンジーン, 東京）を各ウェルにロードし 100Vで 40分間泳動し
た。電気泳動終了後、LAS500 (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA)にてゲルを撮影し、撮
影した画像を Image J を用いて定量化した。定量化は、各サンプルの p62 の発現を内因性





パクを回収した。回収したタンパクは Lowry 法を用いて濃度を測定した。方法は、96 穴プ
レート上に RIPA buffer（1×）5μlとサンプル 1μlを分注し、DC protein assay reagent 
A と Sの混合溶液（Bio-rad, St.Louis, MO, USA）を添加し、室温にて 5分間インキュベー
トし懸濁した。インキュベート終了後、DC protein assay reagent Bを添加して 10分間反
応し発色させマイクロプレートリーダー（Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA）にて
吸光度を測定した。測定は各サンプルを Duplicate で行い、各サンプルのタンパク濃度は、





ルに 4.5%の濃縮ゲルを重層したものを使用し、タンパクは各サンプルを 40μg ロードして
電気泳動した。また、分子量マーカーとして Precision Protein StrepTactin-HRP conjugate
（Bio-Rad）もロードした。電気泳動は 30V で 30 分間行った後、100V でタンパクが十分に




転写するため転写終了前の１時間は 85V で行った。転写終了後、メンブレンを 0.2%の
Ponceau S（Sigma-Aldrich）で染色し転写が正常に行われたことを確認した。転写確認後、
メンブレンを蒸留水および 0.1%の Tween_20 を含む Phosphate-buffered saline（1×PBS）
（PBST）にて洗浄した。洗浄後、メンブレンは 5%のスキムミルクを含有した PBSTで 1時間
室温にて緩やかに振盪を行い、抗体の非特異的な結合を回避した。振盪したメンブレンは
PBSTにて 10分間の洗浄を 3回行った後、目的とするタンパクに結合する一次抗体と 4℃で
一晩反応させた。一次抗体には、以下に記載した抗体を記載した希釈濃度で使用した。 
Mouse anti-Rabbit p62（Sigma-Aldrich, 1:1000）、Mouse anti-Rabbit Phospho-p62 
(Ser351) (Medical ＆ Biological Laboratories, 名古屋, 1:1000)、Mouse anti-Rabbit 
Phospho-p62 (Ser405) (Medical ＆ Biological Laboratories, 1:1000)、Mouse anti-
Rabbit Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) (Proteintech, 東京, 1:1000)、
Mouse anti-Rabbit Nrf2（Nrf2）（Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, 1:1000）、
phospho Nrf2（S70）（abcam, Cambridge, MA, USA, 1:1000）、Mouse anti-Rabbit Cu/Zn 
superoxide dismutase （CuZnSOD）（abcam, 1:2000）、Mouse anti-Rabbit Manganese 
superoxide dismutase（ MnSOD）（ abcam, 1:2000）、 Mouse anti-Goat Extracellular 
superoxide dismutase（EcSOD）（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, 1:1000）、Mouse 
anti-Goat NAD(P)H quinone dehydrogenase 1（NQO1）（Novus Biologicals, Centennial, 
CO, USA, 1:1000）、Mouse anti-Mouse β-actin（Santa Cruz, 1:1000）Mouse anti-Mouse 
Heme oxygenase-1（HO-1）（Enzo Life Sciences, 東京, 1:1000）、Mouse anti-Mouse 
Glutathione S-transferase Mu 1（Gstm1）（Santa Cruz, 1:1000）、 Mouse anti-Mouse Gamma 
GCS（γGCS）（Santa Cruz, 1:1000）。反応終了後、メンブレンは PBSTにて 10 分間の洗浄を
2 回行った後、各一次抗体を認識する Horseradish peroxidase（HRP）標識の二次抗体を希
釈し室温で 1時間反応させた。使用した抗体と希釈倍率は、Goat anti-Mouse IgG（Sigma-
Aldrich, 1：15000）、Goat anti-Rabbit IgG（Sigma-Aldrich, 1：15000）、Donkey anti-
Goat IgG（Santa Cruz, 1：15000）、Goat anti-Rat IgG（Cell Signalling Biology, Danvers, 
MA, USA, 1：15000）とした。また、分子量マーカーは Precision Protein Strep Tactin-
HRP conjugate（Bio-Rad）を 1.5μlゲルにロードし使用した。反応終了後、メンブレンは
PBSTにて 10分間の洗浄を 3回行った後、発色の強さに応じて異なる種類の化学発光検出試
薬（Nacalai Tesque, 京都）で 2分間反応させ、LAS_500を用い化学発光を検出した。検出
した画像の発光強度は、コンピュータに取り込んだ後 Image Jを用いて定量化した。定量化






実験には、雄性の C57BL/6マウス、筋特異的 Nrf2欠損マウス、筋特異的 p62 欠損マウス
と筋特異的 p62トランスジェニックマウスとそれぞれの同腹子の野生型マウスを使用した。
C57BL/6マウスは中部科学資材（名古屋、日本）より購入し、環境に適応させるため１週間
予備飼育した後に実験に使用した。筋特異的な p62および Nrf2の欠損マウスは cre-loxpシ
ステムを用いて作成した。作成したマウスは、生後 21日から 28日の間に離乳した後、各実
験に適切な週齢まで通常飼育して実験に使用した。購入したマウスは名古屋市立大学医学


































画を単離した。核分画と細胞質分画の単離には、NE-PERTM Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction Reagents（Thermo Fisher）を使用した。方法は、プロテアーゼ阻害剤を含む CER
Ⅰで約 8㎎のヒラメ筋をガラスホモジナイザーで懸濁した。懸濁液は、マイクロチューブに
移し、細胞質分画を抽出するために CERⅡを加えて撹拌した後に 1分間インキュベーション
し、16000×g で 5 分間遠心した。遠心後、上清を新しいマイクロチューブに移し、これを
細胞質分画とした。次に、核分画を抽出するために NER を加え、40 分間氷上でインキュベ
ートした。サンプルは、10分ごとに 10秒間の撹拌を行った。インキュベートした後、16000




剤応答配列への結合の評価には、Trans AM Nrf2 Assay Kit（Active motif, Carlsbad, CA, 
USA）を使用した。方法は、抗酸化剤応答配列の DNA 配列が固相化された 96穴プレートに抽
出した 10µg の核分画を加え、シェーカー上で撹拌しながら室温で 1時間インキュベートし
た。次に、プレートを 3 回洗浄し、Nrf2 の一次抗体を 1:1000 の濃度で添加し、4℃で 1 晩
反応させた。反応後、プレートを 3回洗浄し、二次抗体を 1：1000の濃度で添加し、室温で










×）（0.1M Tris-HCl、2% Sodium dodecyl sulfate、20％ Glycerol、0.018% Bromophenol 




は、Sample buffer（2×）に含まれるBromophenol blueをRC DC protein assay RC reagents 
package（Bio-Rad）を用いて取り除いた後、沈殿させたタンパクにDC protein assay reagent 
AとSの混合溶液を添加し、室温にてインキュベートしタンパクのペレットを溶解した。イン
キュベート終了後、懸濁液を96ウェルプレートへ移しDC protein assay reagent B（Bio-
Rad）を添加して10分間反応し発色させマイクロプレートリーダー（FilterMax, Molecular 
Device, 東京）にて吸光度を測定した。各サンプルのタンパク濃度は、濃度の異なるウシ血








 筋特異的な Nrf2もしくは p62欠損マウスの作成には、組織特異的に標的遺伝子を欠損す
ることが可能な cre-loxp システムを使用し作成した。Nrf2 欠損マウスの作成に使用した
Nrf2 floxマウスは China Medical Universityの Jingbo Pi 先生、p62欠損マウスの作成
に使用した p62 floxマウスは筑波大学医学医療系の蕨栄治先生、標的タンパクを筋特異的
に欠損するために必要な mlc1f creマウスは New York City University Medical Center
の Steven Burden先生より供与を受けた。供与いただいた各マウスは、交配により mlc1f 
cre+/-;Nrf2f/fおよび cre+/-;p62f/fマウスを作成した。作成した両 mlc1f cre+/-マウスは供与





p62 トランスジェニックマウスの作成は、筋クレアチニンキナーゼで（muscle creatine 
kinase: MCK）で p62を制御したプラスミドを用いて作成した。作成後、遺伝子発現の異な
る 2系統を維持し、実験に使用した。トランスジェニックマウスと比較する野生型マウスに
は同腹子のマウスを使用した。作成したマウスの尾部より DNA を抽出し PCR にて表現型を
判別した。さらに、欠損マウスは Nrf2 もしくは p62 の発現が骨格筋で欠損していること、
トランスジェニックマウスは p62 の発現が骨格筋で増強していることをウェスタンブロッ
トあるいは RT-PCRにて確認し実験に使用した。   
 
2.6.1.DNAの抽出 
 採取した約 3mmのマウスの尾に Lysis buffer（1M Tris、0.5M EDTA、5MNaCl、10% 








遺伝子型決定には 1μlの DNAを用い、SapphireAmp Fast PCR Master Mix: RR350（Takara, 
滋賀）プライマーに混合した。調整した DNA を含む溶液は、サーマルサイクラー（Astec）
にて 95℃で 5 分間反応させたのち、95℃で 30 秒間、58℃で 30 秒間、72℃で１分間の反応
を 35サイクル行い、72℃で 5分間反応させた。反応には、以下に記載したプライマーを使
用した。mlc1f cre: Forward: 5’-AGGTTCGTTCACTCA-3’、 Reverse: 5’-TCGACCAGTTTAGTT-
3’ 、 Nrf2 loxP: Forward: 5’-CACAATGGTATGCCTGCTGT-3’ 、 Reverse: 5’-
TCTGCACCAGAGTTCAAAGG-3’、Nrf2 WT: Reverse 5’-AAGAGGGGGTTGGAAAGAGA-3’ 、p62 flox: 
Forward: 5’-GGCAATGGCTGGTCTACT-3’、 Reverse: 5’-GGACTGAGCCTCTGAGCA- 3’, MCK 
pro-3F: Forward: 5’-TGCAAGGCTGAGGTTCACAG-3’ 、  p62-3R Reverse: 5’-







図 7. 遺伝子組換えマウスの遺伝子型決定. 
A. Nrf2欠損マウスの遺伝子型決定と Nrf2 mRNAの発現, B. p62 欠損マウスの遺伝子型決定と
p62 タンパクの発現, C. p62 トランスジェニックマウスの遺伝子型決定と p62 タンパクの発現．Nrf2 




 実験に使用した Nrf2欠損マウスは、4週齢の時点で PCRにて Nrf2が欠損していることを


















































2.9.筋特異的 p62 トランスジェニックマウスによる検討 
 実験には、10～12 週齢の筋特異的 p62 トランスジェニックマウスと同腹子の野生型マウ
スを使用した（n=6～14）。作製した筋特異的 p62トランスジェニックマウスは、4週齢の時





前脛骨筋は核と細胞質を単離して Nrf2 の核内移行の評価および免疫沈降による p62 と
Keap1の結合の評価にそれぞれ使用した。p62、p62 のリン酸化と抗酸化物質の発現変動の評
価は、方法の 2.5.に記載した方法で実施した。核と細胞質の単離は、方法の 2.4.に記載し
た方法で実施した。免疫沈降は、約 25㎎の前脛骨筋を Lysis buffer（1M Tris HCl pH8.0、
137mM NaCl、1% Triton X-100、10% Glycerol、2mM EDTA）に懸濁してタンパクを抽出し、
1000×g で遠心した。回収したタンパクは、方法の 2.1.4.に記載した方法で濃度を測定し
た。タンパク濃度を定量した後、300µgのタンパクと 50µlの A/G PLUS-agarose beads（Santa 
Cruz）を室温にて 1 時間ローテーター上で撹拌し反応させた。反応後、1000×gで１分間遠




g で 1 分間遠心し、ビーズを回収しないよう上清を捨てた後、1mL の lysis buffer でビー






















 実験には、筋特異的 p62欠損マウス、筋特異的 p62トランスジェニックマウスとそれぞ
れの同腹子の野生型マウスを使用した（n=4～10）。各マウスには、酸化ストレスの増加に













た RIPA Buffer（Cell Signaling Technology）を使用した。タンパクの抽出および濃度の
測定は、方法の 2.1.4.に記載した方法で実施した。タンパク濃度を定量した後、タンパク
濃度が 360µg/300µl になるよう調整し、メンブレンフィルター（Millipore Centrifugal 







 実験には、C57BL/6Jマウスを使用した。マウスには、方法の 2.2.に記載した方法で 2週
間の自発走行運動を負荷した。筋伸展刺激により増加した一酸化窒素が p62 のリン酸化を
誘導することを立証するため、筋伸展刺激の実施期間に生理食塩水に溶解した一酸化窒素
合成酵素阻害剤（NG-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride: L-NAME）（Cayman 
chemical, Ann Arbor, MI, USA）を 90mg/kgで 2週間腹腔に投与した。実験期間終了後、






























の p62の変動およびリン酸化の評価および C57BL/6 マウスの GSNO投与による各タンパク
の変動の評価、筋特異的 p62トランスジェニックマウスを用いた検討には対応のない T検





















図 9. マウスの筋伸展刺激による抗酸化物質の変動． 
A. 抗酸化物質タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. 抗酸化物質タンパクのグラフ．Sed:











図 10. マウスの筋伸展刺激による Nrf2 の活性化の変動. 
A. Nrf2 のリン酸化タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. Nrf2 のリン酸化タンパクのグラ
フ, C. Nrf2の核および細胞質分画のウェスタンブロットの代表的な図, D. Nrf2の核および細胞質
分画のグラフ, E. Nrf2 の抗酸化剤応答配列への結合のグラフ. Sed: 安静群, AE: 一過性の運動











図 11. 筋特異的 Nrf2 欠損マウスによる検討. 
A. マウスの体重, B. H＆E染色, C. 最大筋力, D. 筋持久力, E. 4 週間の走行距離, F. 日別の走
行距離, G. 4 週間の筋伸展負荷前後の体重, H. 筋重量. WT-Sed: 安静群の野生型マウス, Nrf2 
mKO-Sed: 安静群の筋特異的 Nrf2欠損マウス, WT-Ex: 運動群の野生型マウス, Nrf2 mKO-Ex: 











すると CuZnSODや EcSODなどの抗酸化物質は増加する傾向にあるが、筋特異的 Nrf2欠損
マウスと野生型マウスとの間に違いはなかった（図 12C, D）。 
 
図 12. 筋特異的 Nrf2 欠損マウスの筋伸展刺激による抗酸化物質の変動. 
27 
 
A. 自発走行運動によるヒラメ筋の抗酸化物質タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. 自
発走行運動によるヒラメ筋の抗酸化物質のグラフ, C. 自発走行運動による白色広筋の抗酸化物
質タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, D. 自発走行運動による白色広筋の抗酸化物質の
グラフ. WT-Sed: 安静群の野生型マウス, Nrf2 mKO-Sed: 安静群の筋特異的 Nrf2 欠損マウス, 
WT-Ex: 運動群の野生型マウス, Nrf2 mKO-Ex: 運動群の筋特異的 Nrf2欠損マウス, SO: ヒラメ





子機序は明らかではない。そこで本実験では、p62 による Nrf2 の活性化に着目し、マウス
筋芽細胞を筋管細胞に分化した C2C12 細胞に力学的伸展刺激を負荷し、p62 の mRNA とタン
パクの発現の変動を評価した。その結果、p62の mRNA は伸展刺激 1時間後から増加し、6時
間後には有意に増加した（図 13A, B）。また p62のタンパクは、伸展刺激 24 時間後に有意
に増加した（図 13C, D）。 
 
図 13. マウス骨格筋細胞の伸展刺激による p62 の変動. 
A. p62 mRNAの RT-PCRの代表的な図, B. p62 mRNA のグラフ, C. p62 タンパクのウェスタンブロ
ットの代表的な図, D. p62 タンパクのウェスタンブロットのグラフ．UNSTR: 通常培養した細胞，





p62による Nrf2の活性化は、p62の Ser351部位のリン酸化による p62の Keap1 への選択
的な結合が必須である。そこで本実験では、筋管細胞に力学的伸展刺激を負荷し、p62 の
Ser351 部位のリン酸化の変動を評価した。さらに、選択的なオートファジーとして p62 が
ユビキチン化したタンパクに選択的に結合するためには p62の Ser405部位のリン酸化が必
須である。そこで、p62 の Ser405 部位のリン酸化の変動も評価した。その結果、伸展刺激
は p62の Ser351の他、選択的なオートファジーとして p62がユビキチン化したタンパクに
選 択 的 に 結 合 す る た め に 必 要 な Ser405 の リ ン 酸 化 を 有 意 に 促 進 し た 。
 
図 14. マウス骨格筋細胞の伸展刺激による p62 のリン酸化の変動. 
A. p62 のリン酸化タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. p62 のリン酸化のグラフ. UNSTR: 
対照群, STR: 伸展刺激群, BafA1: Bafilomycin A1. *P<0.05. 
 
3.7.マウスの筋伸展刺激による p62の変動 
 実験結果の 3.5.は、in vitroの筋伸展刺激モデルである骨格筋培養細胞の力学的伸展刺








図 15. マウスの筋伸展刺激による p62 の変動. 
A．p62 タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B．p62 タンパクのグラフ. Sed: 安静群, Ex: 運
動群, SO: ヒラメ筋, WV： 白色広筋. **P<0.01, ***P<0.001. 
 
3.8.マウスの筋伸展刺激による p62のリン酸化の変動 
 実験結果の 3.6.は、in vitroの筋伸展刺激モデルである骨格筋培養細胞の力学的伸展刺
激は p62 のリン酸化を促進することを示唆している。しかしながら、マウス個体に対する





図 16. マウスの筋伸展刺激による p62 のリン酸化の変動. 
A. p62 のリン酸化タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. p62 のリン酸化のグラフ. Sed: 安















化タンパクや Nrf2の核内移行は p62がやや増加する line2と比較して p62が強く増加す










図 17. 筋特異的 p62 トランスジェニックマウスによる検討． 
A, B. 各臓器の p62 タンパクの発現を比較したウェスタンブロットの代表的な図, C. p62 のリン酸化
のウェスタンブロットの代表的な図, D, E. p62のリン酸化のグラフ, F. 核分画の Nrf2 タンパクのウ
ェスタンブロットの代表的な図, G. 免疫沈降のウェスタンブロットの代表的な図, H, J. 抗酸化物質
タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, I, K. 抗酸化物質のグラフ．WT: 野生型マウス, p62 
mKO: 筋特異的 p62 欠損マウス, p62 mTg: 筋特異的 p62 トランスジェニックマウス, BafA1: 
Bafilomycin A1, Nuclei: 核分画, SKM: 骨格筋, Ht: 心臓, LV: 肝臓, Kidney: 腎臓, Lung: 肺. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
 
3.10.筋特異的 p62欠損マウスによる検討 







図 18. 筋特異的 p62 欠損マウスによる検討. 
A. マウスの体重, B. H＆E染色, C. 最大筋力, D. 筋持久力, E. 4 週間の走行距離, F. 日別の走
行距離, G. 4 週間の筋伸展負荷前後の体重, H. 筋重量. WT-Sed: 安静群の野生型マウス, p62 
mKO-Sed: 安静群の筋特異的 p62 欠損マウス, WT-Ex: 運動群の野生型マウス, p62 mKO-Ex: 
運動群の筋特異的 p62欠損マウス, SO: ヒラメ筋, PL: 足底筋, GA: 腓腹筋. *P<0.05. 
 
3.11.筋特異的 p62欠損マウスの筋伸展刺激による抗酸化物質の変動 




筋特異的 p62 欠損マウスのヒラメ筋では、筋特異的 Nrf2 欠損マウス同様、運動による
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CuZnSODや EcSODなどの抗酸化物質の増加が有意に抑制した（図 18A, B）。一方、筋伸展刺
激による p62 のリン酸化が誘導されない白色広筋では、運動すると CuZnSOD や EcSOD など
の抗酸化物質は増加する傾向にあるが、筋特異的 p62 欠損マウスと野生型マウスとの間に
違いはなかった（図 18C, D）。 
 
図 19. 筋特異的 p62 欠損マウスの筋伸展刺激による抗酸化物質の変動. 
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A. 筋伸展刺激によるヒラメ筋の抗酸化物質のウェスタンブロットの代表的な図, B. 筋伸展負荷に
よるヒラメ筋の抗酸化物質のグラフ, C. 筋伸展刺激による白色広筋の抗酸化物質のウェスタンブ
ロットの代表的な図, D. 筋伸展刺激による白色広筋の抗酸化物質のグラフ. WT-Sed: 安静群の
野生型マウス, p62 mKO-Sed: 安静群の筋特異的 p62欠損マウス, WT-Ex: 運動群の野生型マウ











図 20. 筋特異的 p62 欠損マウスの筋萎縮の誘導による検討. 
A. 実験のプロトコール, B. 最大筋力のグラフ, C. 筋重量のグラフ. WT-PBS: 野生型の対照群マ
ウス, p62 mKO-PBS: 筋特異的に p62 を欠損した対照群マウス, WT-DOX: ドキソルビシンを投与
した野生型マウス, p62 mKO-DOX: ドキソルビシンを投与した筋特異的 p62 欠損マウス. SO: ヒラ









図 21. 筋特異的 p62 トランスジェニックマウスの筋萎縮の誘導による検討． 
WT-PBS: 野生型の対照群マウス, p62 mTg-PBS: 筋特異的 p62 トランスジェニックマウスの対照
群マウス, WT-DOX: ドキソルビシンを投与した野生型マウス, p62 mKO-DOX: ドキソルビシンを
投与した筋特異的 p62 トランスジェニックマウス. SO: ヒラメ筋, PL: 足底筋, GA: 腓腹筋, EDL: 長
趾伸筋. *P<0.05, ***P<0.001. 
 
これまでの研究結果より、筋伸展刺激は、ヒラメ筋の p62の発現とリン酸化を誘導するこ
とで Nrf2の核内移行を促進し、抗酸化物質の産生を促進することが示唆された（図 22）。 
 
図 22. 実験結果 3.1.～3.13.のまとめ. 
 
3.14.マウスの筋伸展刺激による一酸化窒素の変動 











図 23. マウスの筋伸展刺激による一酸化窒素の変動. 






マウスに 2 週間の自発走行運動を負荷し、NOS 阻害剤である NG-Nitro-L-arginine methyl 
ester hydrochloride（L-NAME）の投与による p62と p62のリン酸化の変動を評価した。そ
の結果、自発走行運動を実施したマウスのヒラメ筋では p62 と p62 のリン酸化が有意に増
加したが、その増加は L-NAMEの投与により有意に抑制した。 
 




A. p62 タンパクとリン酸化 p62 タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. p62 タンパクとリン酸
化 p62タンパクのウェスタンブロットのグラフ. Sed-saline: 安静群マウス, Ex-saline: 運動群のマウ
ス, Ex-L-NAME: 運動と L-NAME を投与したマウス.  
 
3.16.マウス骨格筋培養細胞の一酸化窒素誘導体の添加による検討 
 実験結果の 3.14.および 3.15.を統合すると、一酸化窒素は p62のリン酸化を促進する可
能性がある。そこで本実験では、一酸化窒素の誘導体である S-ニトロソグルタチオン（S-
Nitrosoglutathione: GSNO）を筋管細胞に添加し、p62、p62のリン酸化と Keap1に対する
p62 の結合を評価した。その結果、GSNO は筋管細胞の p62 のリン酸化を有意に促進し（図
25A, B）、p62と Keap1の結合も誘導した（図 25C）。 
 
図 25. 筋管細胞の一酸化窒素誘導体の添加による検討. 
A. p62、p62 のリン酸化タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. p62 のリン酸化タンパクのグ
ラフ, C. 免疫沈降した p62 と Keap1 のウェスタンブロットの代表的な図. Con: 対照群, GSNO: 一






実験結果の 3.14.から 3.16.は、筋伸展刺激により増加する一酸化窒素は p62のリン酸
化を促進することを示唆している。しかしながら、マウス個体の一酸化窒素誘導体の投与
が p62のリン酸化や抗酸化物質の増加を制御するかは明らかではない。そこで本実験で








   
図 26. マウスの一酸化窒素誘導体の投与による検討. 
A. 核と細胞質分画の Nrf2 タンパクのウェスタンブロットの代表的な図，B. 核と細胞質分画の
Nrf2 タンパクのグラフ，C. p62 のリン酸化タンパクのウェスタンブロットの代表的な図，D. p62のリ
ン酸化タンパクのグラフ，E. 抗酸化物質タンパクのウェスタンブロットの代表的な図，F. 抗酸化物
質タンパクのグラフ．saline-SO: 対照群マウスのヒラメ筋, saline-WV: 対照群マウスの白色広筋, 















図 27. 筋特異的 Nrf2 欠損マウスの一酸化窒素誘導体の投与による抗酸化物質の変動. 
A. 抗酸化物質タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. 抗酸化物質のタンパクのグラフ．
WT-saline: 野生型の対照群マウス, Nrf2 mKO-saline: 筋特異的Nrf2欠損マウスの対照群マウス, 
WT-GSNO: GSNO を投与した野生型マウス, Nrf2 mKO-GSNO: GSNO を投与した筋特異的 Nrf2
















図 28. 筋特異的 p62 欠損マウスの一酸化窒素誘導体の投与による抗酸化物質の変動 
A. 抗酸化物質タンパクのウェスタンブロットの代表的な図, B. 抗酸化物質タンパクのグラフ．WT-
saline: 野生型の対照群マウス, p62 mKO-saline: 筋特異的 p62 欠損マウスの対照群マウス, WT-
GSNO: GSNO を投与した野生型マウス, p62 mKO-GSNO: GSNO を投与した筋特異的 p62 欠損
マウス. **P<0.01, ***P<0.001. 
 
以上、全ての研究結果をまとめると、筋伸展縮刺激は、一酸化窒素を産生しヒラメ筋の p62
の発現とリン酸化を誘導することで Keap1 と p62 の結合を促進し、Nrf2 を核内に移行する
ことで抗酸化物質を産生することが示唆された（図 29）。 
  
図 29. 実験結果 3.14.～3.19.のまとめ. 
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は、自発走行運動により野生型マウスで増加する CuZnSODおよび EcSODは、筋特異的 Nrf2
欠損マウスではその増加が有意に抑制された。これらの抗酸化物質は、安静状態では、筋
特異的 Nrf2欠損マウスと野生型マウスとの間に違いは観察されなかった。Nrf2 は正常状










4.4.マウスおよび筋培養細胞の伸展刺激による p62 の発現と p62のリン酸化の変動 
本研究では、筋伸展刺激が骨格筋の抗酸化機能を向上する新たなメカニズムとして p62の
リン酸化による Nrf2 の活性化に着目した。p62 は細胞のストレスを感知する Keap1 と結合
するドメインを有しており、リン酸化することで Keap1に選択的に結合する。p62が Keap1




現と Keap1への結合に重要な p62の Ser351のリン酸化を有意に増加した。さらにマウス個
体を用いた in vivoでの検討を行うため、マウスに自発走行運動を負荷し、骨格筋の p62と
p62のリン酸化を評価した。その結果、自発走行運動は遅筋優位なヒラメ筋の p62を有意に
増加し、p62 の Ser351 のリン酸化も有意に促進した。これらの結果は、骨格筋の伸展刺激














対する p62の役割を gain of functionと loss of functionの両者の検討から立証した。
トランスジェニックマウスは p62の発現が異なる 2系統を使用して検討した。本研究の仮
説が正しい場合、p62を過剰発現すると p62のリン酸化が促進し抗酸化物質の産生が増加





さらに、これらの p62 のリン酸化や Nrf2の核内移行の促進は、p62がやや増加する line2





















































































これまでの実験結果は、筋伸展刺激は p62のリン酸化を誘導することで Nrf2 の活性化
を介し、遅筋線維の抗酸化物質を産生することを立証している。しかしながら、筋伸展刺
激によるどのような因子や物質が p62の発現や p62 のリン酸化を誘導するかは明らかでは
なかった。そこで本研究ではこの候補因子として一酸化窒素に着目した。筋伸展刺激は、
一酸化窒素合成酵素（NOS）を増加することで一酸化窒素を産生することが報告されてい
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